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　薄层色谱紫外分光光度法定量测定
微生物发酵产物辅酶 Q10
郜晓峰 1, 2 　范成英 1 　何开泽 1 　官家发 13
(1中国科学院成都生物研究所　成都　610041; 2中国科学院研究生院　北京　100049)
摘 　要 　报道了一种微生物发酵液中辅酶 Q10的定量检测方法. 该方法分为两个步骤 :第一步是离心收集菌体和结合
使用超声波处理的辅酶 Q10丙酮抽提 ;第二步是硅胶薄层色谱 ,根据标样位置取产物斑点乙醇洗脱后用紫外分光光度
法测定辅酶 Q10含量.结果表明 ,该方法具有操作简便、重复性好、相对误差小等优点 ,可用于细菌发酵生产辅酶 Q10研
究过程中发酵产物的快速定量检测. 图 2表 2参 6
关键词 　辅酶 Q10 ; 薄层色谱 ; 紫外定量分析
CLC　Q939. 97 : TQ464. 8 : O657
Quan tita tive Ana lysis of Coenzym e2Q10 from M icrob ia l Culture
by TLC2UV Spectrophotom etry
GAO Xiaofeng1, 2 , FAN Chengying1 , HE Kaize1 & GUAN J iafa13
(1 Chengdu Institu te of B iology, Chinese A cadem y of Sciences, Chengdu 610041, China)
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Abstract　A quantitative analysis of coenzyme2Q10 from m icrobial culture was developed. U sing acetone sonic treatment,
CoQ10 was extracted from m icrobial cell and TLC2UV spectrophotometry method was then used for quantitative analysis of
CoQ10. The method was found with good repeatability and stability. W ith this method, the CoQ10 in m icrobial culture could be
easily and rap idly analysed. Fig 2, Tab 2, Ref 6
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　　辅酶 Q10是类维生素物质 ,为脂溶性醌类化合物 ,是细胞
呼吸链上的一种递氢体. 化学名为 2, 32二甲氧基 252甲基 262癸




















外分光仪 ,上海顾村电光仪器厂. 高速冷冻离心机 ,日立 20PR2
520. 超声波清洗器 , 杭州托普仪器有限公司. PerkinElmer
Lambda 35紫外 /可见分光光度计. 砂芯漏斗 ,由成都万科实业
有限公司根据 GF254硅胶直径特制. GF254硅胶层析薄板 (10
cm ×20 cm) ,自制.
1. 2　主要试剂及标准品
无水乙醇、苯、丙酮均为国产分析纯. 辅酶 Q10标准品 ,购
自中国药品生物制品检定所.
1. 3　试验菌种
放射形土壤杆菌 (A grobacterium rad iobacter) ,中国科学院
成都生物研究所保藏菌株.
1. 4　培养基
种子培养基 :蛋白胨 10 g,牛肉膏 5 g, NaCl 5 g,蒸馏水
1 000 mL, pH 7. 2 ～ 7. 5. 发酵培养基 :葡萄糖 10 g,蔗糖 20 g,
玉米浆 10 g, (NH4 ) 2 SO4 5 g, Mg SO4 0. 5 g, KH2 PO4 1. 5 g, K2
HPO4 1. 5 g,酵母膏 2 g,蒸馏水 1 000 mL, pH 7. 2 ～ 7. 5.
1. 5　发酵菌体的制备
活化放射形土壤杆菌斜面菌种 ,接种种子培养基 (250 mL
锥形瓶装量 30 mL) , 28 ℃下 180 r/m in摇床培养 24 h,以 10%
接种量接种发酵培养基 (250 mL锥形瓶装量 50 mL ) , 28 ℃下
220 r/m in摇床培养 96 h,收集发酵液 , 4 ℃、12 000 r/m in离心
10 m in,弃去上清液 ,菌体用蒸馏水离心洗涤 2次 ,放低温冰箱
冷冻过夜.
1. 6　丙酮超声提取辅酶 Q10
称取样品菌体 2 g于 10 mL离心管中 ,加入 5 mL丙酮 ,混
匀后放在试管架上移入超声波清洗器中超声处理 30 m in后 , 2
500 r/m in离心 5 m in,收集上清液. 重复 3次 ,合并上清液 ,旋
转蒸发仪 (50 ℃)浓缩至干 ,冷至室温后加入无水乙醇定溶至
1 mL,放冰箱待测.
1. 7　辅酶 Q10的分析方法
1. 7. 1　紫外扫描 　　在波长 190 ～ 400 nm下对待测样品、标
准品进行紫外扫描.
1. 7. 2　辅酶 Q10紫外吸收线性浓度范围的确定 　　精确称量
辅酶 Q10标准品 10. 0 mg,无水乙醇定溶至 5 mL,质量浓度为 2.
0 mg/mL.依次吸取 10、20、30、40、50、60、70、80μL辅酶 Q10的
标准溶液加入无水乙醇中 ,定溶至 4 mL,此时质量浓度梯度应
为 5、10、15、20、25、30、35、40μg/mL,以无水乙醇作空白对照 ,
在辅酶 Q10最大吸收波长 275 nm下测定其吸光度 A.
1. 7. 3　标准曲线的建立 　　精确称量辅酶 Q10标准品 12. 0
mg,无水乙醇定溶至 5 mL,质量浓度为 2. 4 mg/mL,分别稀释
至一定体积得到 2. 4、2. 0、1. 6、1. 2、0. 8、0. 4 mg/mL标准溶液 ,
依次吸取 50μL辅酶 Q10标准溶液和 50μL无水乙醇点样于
GF254硅胶板 ,风干后用苯做展层剂 ,展层时间 10 m in. 硅胶板
阴干后 ,在紫外分光仪下确定展层后的点迹. 挖取点迹 ,加入砂
芯漏斗中 ,无水乙醇洗脱 ,洗脱液定溶至 4 mL,此时质量浓度
梯度应为 5、10、15、20、25、30μg/mL,以无水乙醇点迹洗脱液
作空白对照 ,测定 275 nm下的吸光度 A.
1. 8　发酵菌体中辅酶 Q10含量的测定
取 50μL待测样品点样于 GF254硅胶板 ,风干后用苯做展
层剂 ,展层时间 10 m in,硅胶板阴干后 ,在紫外分光仪下确定展
层后的点迹 ,刮下与标准品同样 R f值的斑点 ,加入砂芯漏斗
中 ,无水乙醇洗脱 ,洗脱液定溶至 4 mL,测定 275 nm下的吸光
度 Y (A ) ,根据标准曲线或回归方程计算洗脱液中辅酶 Q10浓
度 .
1. 9　重现性实验
称取 5份同批次发酵菌体各 2. 0 g,用 1. 6所述方法提取
辅酶 Q10 ,按 1. 8所述方法测定并计算样品中辅酶 Q10的含量 ,
验证方法的重现性.
1. 10　加样回收率测定
称取 5份同批次发酵菌体各 2. 0 g,依次加入辅酶 Q lo标样
0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5 mg,按照 1. 6所述方法提取辅酶 Q10 ,并




按 1. 6方法制备的辅酶 Q10样品 ,经 1. 8方法层析分离处
理后 ,对照标准品 ,以无水乙醇作空白 ,在 190～400 nm下紫外
扫描 ,其紫外吸收曲线见图 1.可以看出 ,样品与标准品扫描峰
形一致 ,在 (274 ±1) nm处有标志性吸收峰 ,因此 ,样品经 1. 8
方法层析分离处理后可以在 275 nm下进行定量测定.
图 1　样品 (A)和辅酶 Q10标准品 (B)紫外扫描吸收曲线图
Fig. 1　Absorbent curve of samp le (A) and coenzyme2Q10 (B) by UV scanning
2. 2　辅酶 Q10紫外吸收线性浓度范围的确定
根据不同浓度辅酶 Q10标准溶液在 275 nm处的吸光度绘
制完整吸收曲线 ,由图 22A可知 ,在 5 ～ 30μg/mL区间内 ,吸
光度和辅酶 Q10浓度的线形关系较好 ,并以 Y = a + bX (X为辅
酶 Q10浓度 ,单位μg/mL; Y为光吸收值 )方式进行回归分析 ,
得到回归方程 Y = 0. 065X - 0. 0093,相关系数 r = 0. 999. 当辅
酶 Q10浓度大于 30μg/mL时 ,与吸光度不成线性关系.
2. 3　标准曲线的建立和发酵菌体中辅酶 Q10含量的
测定
按照 1. 7. 3标准曲线建立方法 ,辅酶 Q10标准溶液经硅胶
板展层、挖取点迹 ,加入砂芯漏斗中 ,无水乙醇洗脱 ,洗脱液定
溶至 4 mL,此时质量浓度梯度应为 5、10、15、20、25、30μg/mL,
以无水乙醇点迹洗脱液作空白对照 ,测定 275 nm下的吸光度
A. 以洗脱液浓度为横坐标 ,以吸光度为纵坐标绘制标准曲线 ,
124　3期 郜晓峰等 : 薄层色谱紫外分光光度法定量测定微生物发酵产物辅酶 Q10 　　
或以 Y = a + bX (X为辅酶 Q10浓度 ,单位μg/mL; Y为光吸收
值 )方式进行回归分析 ,得到辅酶 Q10标准紫外吸收曲线 ,回归
方程为 Y = 0. 0144X - 0. 0131,相关系数 r = 0. 997,数据回归处
理结果指出 ,在 10 ～ 30μg/mL区间内辅酶 Q10浓度和吸光度
的线形关系较好 ,中心浓度吸光度是 0. 275,如图 22B所示.
取 50μL待测样品点样于 GF254硅胶板 ,风干后用苯做展
层剂 ,展层时间 10 m in.硅胶板阴干后 ,在紫外分光仪下确定展
层后的点迹 ,刮下与标准品同样 R f值的斑点 ,加入砂芯漏斗
中 ,无水乙醇洗脱 ,洗脱液定溶至 4 mL,测定 275 nm下的吸光
度 Y (A ).根据标准曲线或回归方程 Y = 0. 0144X - 0. 0131计
算洗脱液中辅酶 Q10浓度. 样品中辅酶 Q10含量为
M = 4X ×1000 /502
其中 , M 为每克湿细胞中辅酶 Q10含量 (μg) , X为标准曲
线上与样品光吸收度 Y相应的辅酶 Q10浓度 , 1 000表示 1 000
μL, 50表示点样量 50μL, 2表示湿菌体 2 g.
图 2　辅酶 Q10紫外吸收曲线 (A)和吸收标准曲线 (B)
Fig. 2　UV absorbent curve (A) and UV absorbent standard curve (B) of CoQ10
2. 4　重现性实验
按照 1. 9重现性实验方法考查了本测定方法的重现性 ,结
果见表 1,可以看出 ,本测定方法具有较高重现性.
表 1　放射形土壤杆菌中辅酶 Q10含量的重现性实验




m (CoQ10 ) /mg m /mg RSD /%
1 0. 61
2 0. 58




按照 1. 10加样回收率测定方法进行加样回收率实验 ,结
果见表 2,可以看出 ,丙酮超声提取细菌细胞辅酶 Q10方法具有
较好的回收率 :平均回收率为 101. 14% , RSD为 1. 46% (N =
5).
表 2　辅酶 Q10的加样回收率

















0. 59 0. 5 1. 10 102
0. 59 1. 0 1. 58 99
0. 59 1. 5 2. 13 102. 7
0. 59 2. 0 2. 60 100. 5





析测定. 辅酶 Q10是一种脂溶性胞内产物 ,需先将其提取出来





微生物细胞中的辅酶 Q10提取出来后 , HPLC法可用于辅
酶 Q10的精确定量测定 [ 6 ] ,但是对样品品质要求较高 ,分析费
时 ,不能满足大量样品的快速定量测定要求. 在辅酶 Q10定量
测定中 ,虽然薄层色谱扫描仪可对付大样本量 ,但其价格昂贵 ,
定量分析时线性关系很差. 本方法采用薄层色谱紫外分光光度
法 ,对细菌中的辅酶 Q10进行定量分析 ,具有操作简便、样品处
理简单、适用于大样本量辅酶 Q10定量分析的优点. 本方法在
10 ～ 30μg/mL辅酶 Q10浓度范围内具有较好的线性关系 ,结
果可靠 ,相对误差较小 ,重现性好.







此外还值得一提的是 ,作者在预实验中发现 ,辅酶 Q10标
准溶液在室内环境下放置 48 h后 275 nm下的吸光度显著降
低 ,而暗室中吸光度变化不大. 为了降低实验误差 ,在样品制备
与测定过程中 ,尽量减少光照时间和强度是极其重要的 .
作者在进行微生物法生产辅酶 Q10的长期研究过程中体
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